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第1章 序論 
 
 臨床で経口投与される多くの薬物は、消化管の上皮細胞から成る腸管粘膜を透過し吸収
され、血流を介して生体内の各臓器へ取り込まれることで薬効を発揮する。一方、生体は
薬物に対する防御手段として、細胞内へ取り込まれた薬物を細胞外へと排出する機構を有
する。この排出機構は消化管の上皮細胞においても働いており、生体にとって最初の薬物
吸収障壁となっている。また、世界保健機構(WHO)によると、2012 年には新たに 1,410 万
人ががんに罹患し、820 万人が死亡している 1。それ故に、抗がん薬の開発には多大な労力
が費やされている。しかしながら、開発されたこれらの薬物の継続的な使用は、がん細胞
の多剤耐性化を引き起こすため、十分な有用性を示すに至っていない。上述の消化管吸収
障壁およびがん多剤耐性の主要な原因のひとつとして、P-glycoprotein (P-gp)と呼ばれる薬物
排出トランスポーターの存在が明らかになっている 2。このトランスポーターは、etoposide3
やvinblastine4などの抗がん薬をはじめ cyclosporine5や fexofenadine6など多岐に渡る薬物を基
質としているが、その基質認識性は曖昧である。また、P-gp は Multidrug resistance associated 
protein 2 (MRP2/Mrp2)や Breast cancer resistance protein (BCRP/Bcrp)といったトランスポータ
ーと同様に、ATP の加水分解エネルギーを駆動力として濃度勾配に逆らった薬物排出を行
う一次性能動輸送担体である。P-gp は消化管の管腔側以外にも脳毛細血管内皮細胞の血管
側 7、肝臓の胆管側 8、腎臓の管腔側 9など多くの正常な生体組織の細胞膜上に発現し、機能
している。これらの各種組織での発現によって、脳や肝臓などの重要な臓器への過剰な薬
物蓄積を回避し、生体外への排出を促進することで生体防御の一役を担っている。したが
って、組織特異的な P-gp の機能調節因子を見出すことは、がんをはじめとした標的組織へ
薬物を特異的に移行させるために必要であると考えられる。さらに、病態時の P-gp の機能
を把握しておくことや薬物が P-gp の基質となるのか否かを判別する方法の確立は、薬物治
療を成功させる鍵となると考えられる。しかしながら、現在までのところ候補物質を標的
臓器へとたどり着かせるための特異的な因子に関する情報は乏しい上、ある種の病態時に
P-gp の機能が変化していることが明らかとなってきているが、そのような検討例はごく少
数でありその他の病態時おいては検討が未だなされていない。また、これまでに P-gp の基
質を予測・判別する因子として、非基質薬物と比較して分子量が大きい 10、脂溶性が高い 11
といった物性が報告されているものの、特有の構造や性質などは同定されておらず、基質
を簡便に予測することは困難である。以上の背景のもと、本研究では外部刺激がないとき
に P-gp の輸送機能を細胞内で調節している因子を「内的因子」、病態時や薬物自体の性質に
よって P-gp の機能に影響を与える因子を「外的因子」と定義した。 
P-gp を始めとしたトランスポーターの輸送機能は、必ずしも mRNA 発現量とは相関せず、
その輸送機能を発揮するためには細胞膜上に局在している必要がある 12。さらに、ある種の
膜上タンパク質は、ezrin、radixin、moesin (ERM)タンパクと呼ばれる足場タンパクによって、
膜上発現が調節されることがわかってきている 13。この ERM タンパクは肝臓や消化管、腎
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臓の上皮細胞をはじめ白血球細胞まで幅広い細胞で発現が確認されており、相同性の高い
(75%以上)アミノ酸配列を有している 14,15。その構造は、N 末端に four-point-one, ezrin, radixin, 
moesin (FERM)領域と呼ばれる約 200 個のアミノ酸から構成されるドメイン、中央にα-へリ
ックス領域、C 末端にアクチンに結合する約 100 個のアミノ酸から構成されるドメインから
なる。ERM タンパクの機能は細胞膜上タンパクの足場に加え、細胞の極性、運動性および
シグナル伝達などその機能は多岐に渡る。通常、細胞質中では分子内相互作用により FERM
ドメインと C 末端ドメインが結合することで折りたたまれた構造をとり、不活性型として
存在する。C 末端のスレオニン残基がリン酸化されることによって折りたたみ構造がほどか
れ、足場タンパクとしての機能を有する活性型となる。活性型となった ERM は直接あるい
は間接的な膜タンパク質との結合を介して、膜タンパク質を膜上に繋ぎとめる。これまで
に、ヒト肝臓がん細胞や正常な肝細胞において、P-gp や MRP2/Mrp2 は ERM タンパクのう
ち radixin (Rdx)の N 末端と結合し、細胞膜上に繋ぎ止められることでその輸送機能が維持さ
れていることがわかってきている(Scheme 1-1)16-18。一方、脳毛細血管内皮細胞においては、
P-gp の膜上発現および輸送機能に ezrin (Ezr)あるいは moesin (Msn)が関与するという報告が
ある。19,20このように、組織ごとに P-gp の機能調節に関与する ERM タンパクは異なってい
ることが想定される。しかしながら、他の組織においても ERM タンパクが、P-gp の機能を
調節しているのか否かに関して比較検討した報告は乏しい。これらのことから、もし組織
間で P-gp の機能を調節している内的因子が異なることが明らかとなれば、消化管吸収や組
織特異的な薬物移行の改善、がん多剤耐性の克服等が可能となると考えられる。 
また、薬物の脳移行は血液脳関門と呼ばれる血管内皮細胞同士の強固な結合や、P-gp に
よる排出によって厳しく制限されている。しかしながら、エネルギー源として必要不可欠
な glucose は、glucose transporter type 1 や 3 (GLUT1, 3)などのトランスポーターによって正常
時に積極的に取り込まれ、ATP 産生に利用される 21。この ATP によって脳の種々の機能・
活動が維持されているだけでなく、これを駆動力とする P-gp などのトランスポーターが機
能し、毒物などの生体異物から脳を守っている。これまでに、脳虚血時には脳内 ATP の含
量が低下することが明らかとなっており 22,23、P-gp などの ATP を駆動力とするトランスポ
ーターの機能も低下していることが想定される。一方、cilnidipine と呼ばれる Ca2+チャネル
遮断薬は正常時の脳へは移行量が少ないにも関わらず、脳虚血時に虚血部位の縮小効果を
示すことが報告されている 24。これらのことから、正常時に cilnidipine は P-gp などによっ
て血液中へ排出されることで脳への移行が制限されるものの、脳虚血時には ATP の産生減
少を介した排出低下が引き起こされ、血液脳関門を透過し得る条件が成立していることが
考えられる(Scheme 1-2)。したがって、本仮説を検証することで、脳虚血などの病態が P-gp
の機能に影響を与える外的因子のひとつに成りうることを示すことができる。 
さらに、生体は毒物を苦味物質として感知することで、体内への侵入を防いでいる。苦
味を感知する受容体は、舌や咽頭、喉頭部の味蕾に発現しており、水や唾液に溶解してイ
オンや分子となった毒物をはじめとした化合物によって刺激を受け細胞を興奮させる。こ
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の興奮信号が脳へ伝達されることで、苦味として認識される。近年、ヒトでは 25 種の苦味
受容体が確認されており、これらは口腔内だけでなく、小腸や気道、膵臓などにも発現し
ているため、その存在意義を明らかにするべく多くの研究が行われている 25,26。中でも小腸
に発現する苦味受容体 (T2R38)は、苦味物質であるとともに P-gp 基質薬物でもある
phenyltihocarbamide (PTC)を感知し、P-gp の発現誘導を起こすことで輸送機能を亢進させる
27。このことから、P-gp は毒物が有する苦味を認識して細胞外へ掃き出すとともに、苦味が
P-gp 基質薬物であるか否かを予測するための因子のひとつと成りうることが考えられる
(Scheme 1-3)が、これまでにそのような検討をした報告はない。 
以上のことから、P-gp の輸送機能に影響を与える因子を明らかにすることは、経口投与
物質の吸収改善だけでなく、がん多剤耐性の克服や組織特異的な薬物の移行調節にもつな
がると考えられる。そこで本研究では、上述の内的因子および外的因子を見出すことを目
的とし種々の検討を行った。序論となる第 1 章に続いてまず第 2 章では、正常なマウスの
消化管と腎臓における P-gp の輸送機能に Rdx が関与しているのかを検討し、3 章では上記
組織由来のがん細胞を用いて、P-gp 輸送機能調節に関わる ERM タンパクががん組織間で異
なるのか否かに加え、正常組織の結果と比較することにより、P-gp 機能調節に関わる内的
因子としての ERM タンパクの有用性を評価した。第 4 章では、脳虚血といった疾患時にお
ける P-gp の輸送機能を評価し、第 5 章では基質薬物の特性に苦味が関与しているのかを検
証することにより、P-gp の輸送機能に影響を与える外的因子について検討した。 
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第2章 小腸および腎臓の P-glycoprotein (P-gp)機能調節に関わる内的因子としての 
radixin (Rdx) 
 
第１節 序 
 
 P-gp は前章にて述べたように ATP の加水分解エネルギーを駆動力として、抗がん薬や脂
溶性の高い薬物など多様な薬物を細胞内から細胞外へ排出するトランスポーターである。
このタンパクは、多剤耐性を獲得した扁平上皮がんおよび腺がん、リンパ腫、白血病とい
ったがん細胞のみならず、正常な消化管や肝臓、腎臓、脳、副腎などにも発現している。
一般に、mRNA レベルはタンパク発現量および活性の指標として用いられるが、トランス
ポーターに関してはこれらが必ずしも相関していない。例えば、P-gp の mRNA 発現量は小
腸の上部から下部にかけて増加するが、vinblastine をはじめいくつかの P-gp 基質薬物は十
二指腸(小腸上部)と回腸(小腸下部)から吸収され、空腸(小腸中部)ではほとんど吸収されな
い 28。さらに P-gp などのトランスポーターは plasma membrane に局在したときに輸送活性
を示す。それゆえに、P-gp の輸送活性は翻訳および翻訳後の膜上発現を調節する因子に依
存していると考えられる。 
 Ezrin (Ezr), radixin (Rdx), moesin (Msn) (ERM タンパク)は細胞膜と細胞骨格とをつなぎ合
わせる足場タンパクとして存在 29し、細胞の形態維持や運動性、シグナル伝達、アポトー
シス、細胞膜上における薬物輸送に重要な役割を担っている 14,29-32。細胞膜上に局在するト
ランスポーターの中でも multidrug resistance associated protein 2 (MRP2)は、ERM タンパクの
うち Rdx によって膜上に繋ぎとめられている。Rdx の遺伝子欠損マウスでは Mrp2 が胆管側
膜から消失しているため、抱合型高ビリルビン血症を引き起こしている。このことから、
Mrp2 の胆管側膜上の局在に Rdx が必要となっていることが明らかになっている 33。同様に、
P-gp も ERM 各タンパクと結合し得ることに加えて 34、ヒト肝臓がん由来(HepG2)細胞やラ
ットの正常な肝臓においてその細胞膜上局在と輸送活性が Rdx によって調節されているこ
とが報告されている 16,18。したがって、Rdx が肝臓における P-gp の細胞膜上発現を調節し
ており、翻訳後の調節因子として重要な役割を担っていることが示唆される。 
 そこで本章では、主な吸収・排泄臓器である消化管や腎臓においても、肝臓と同様に Rdx
が P-gp の膜上発現と輸送機能を調節しているのではないかと仮説を立てた。この仮説を検
証するため、Rdx 遺伝子欠損マウスを用いて、Rdx が P-gp の輸送機能を調節する内的因子
として働くか否かに加え、内的因子であった場合にはその機能調節には組織特異性が存在
するか否か検討した。 
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第 2 節 結果 
 
2-2-1 消化管 P-gp の発現量に対する Rdx の影響 
 
 これまでに、HepG2 細胞および正常ラットの肝細胞において、ERM タンパクのうち Rdx
が P-gp および MRP2 の細胞膜上の発現(局在)を調節することが明らかとなっている 16,18。一
方、経口によって取り込まれた食物や薬物は、消化管の中でも主に小腸から吸収される。
P-gp は小腸において、形質膜(plasma membrane)の中でも管腔側すなわち頂端側の細胞膜に
発現し、管腔側への基質排出を行なっている 35,36。この小腸における P-gp が、肝臓と同様
に Rdx によって調節されているかどうかの情報は乏しい。また、これまでに、HepG2 細胞
の P-gp は Ezr によって転写レベルで調節されていることが示唆されている 16。そこで、小
腸の P-gp の機能に対する Rdx の関与を評価するため、まず mRNA 発現量を比較することで
転写調節について検討した。Rdx の遺伝子欠損(Rdx KO)マウスと野生型(wild-type)マウスの
小腸を上下に 2 分割した後、各部位における P-gp の mRNA 発現量を real time PCR にて定量
したところ、いずれのマウスにおいても上部から下部にかけて有意な上昇が見られ、各部
位においてマウス間で比較した際には有意な差は認められなかった(Fig. 2-1)。さらに翻訳後
調節として、各マウス小腸を上部から下部にかけて 3 分割し、homogenate および plasma 
membrane 画分それぞれにおけるタンパク発現量を Western blotting により確認した。その結
果、homogenate ではいずれのマウスにおいても、上部から下部にかけて P-gp のタンパク発
現量は増加していた(Fig. 2-2A)。一方、plasma membrane 画分における P-gp は、wild-type マ
ウスにおいては homogenateと同様に上部から下部にかけての増加が確認されたものの、Rdx 
KO マウスにおいては wild-type マウスで見られた分布傾向が消失していた(Fig. 2-2B)。
Wild-type マウスの Rdx 発現量を確認したところ、homogenate および plasma membrane 画分
いずれにおいても上部から下部にかけて増加がみられ、P-gpと類似の発現挙動を示した(Fig. 
2-3)。このとき、plasma membrane 画分においては、本画分に主に局在する Na+/K+ ATPase
の発現が確認された一方で、homogenate においてはほとんど検出されなかった (Fig. 2-2A, 
B)。また、それぞれの画分における trans-Golgi や初期 endosome の膜マーカータンパクの発
現量(Syntaxin6, Rab5)を確認したところ、homogenate においてはそれぞれ発現が確認された
ものの、plasma membrane 画分においてはほとんど検出されなかった (Fig. 2-4) ことから、
オルガネラの膜の混在は無視できるほど小さく、精製度の高い plasma membrane 画分が抽出
されたことが示された。 
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2-2-2 Rdx knockout (Rdx KO)が P-gp 基質薬物の体内動態に与える影響 
 
 前項にて小腸の P-gp は、Rdx によって膜上発現が調節されることが示されたことから、
Rdx KO 時には P-gp の輸送機能も変化していることが考えられる。そこで、小腸の P-gp 輸
送機能調節に対する Rdx の影響を評価するため、wild-type および Rdx KO マウスに P-gp 基
質薬物である rhodamine123 (Rho123)を経口投与し血中濃度推移を比較した。その結果、Rdx 
KOマウスの最高血中濃度 Cmaxおよび血中濃度時間曲線下面積AUC0-180min (79.7±2.0 ng/mL, 
10.00±0.20 µg･min/mL)は、wild-type マウス(40.0±9.3 ng/mL, 4.84±0.64 µg･min/mL)と比較
して約 2 倍の値を示し、有意に高かった(Fig. 2-5A, Table 2-1)。また、最高血中濃度到達時間
Tmaxは、Rdx KOマウスで5.0±0.0 minであったのに対してwild-typeマウスでは11.7±3.3 min
であり、顕著な差が認められたものの、半減期(T1/2)においては有意な差は見られなかった。
同様に、P-gp の遺伝子を欠損した(P-gp KO) マウスにも Rho123 を経口投与したところ、180 
min まで消失相が検出されなかった。さらに、P-gp KO マウスにおける AUC0-180minは 5.56
±1.03 µg･min/mL を示し、統計学的有意差はないものの wild-type マウス(3.33±1.03 µg･
min/mL)よりも高かった(Fig. 2-5B)。 
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2-2-3  Rdx KO が受動拡散に与える影響 
 
 Rdx は上皮細胞の膜構造にも関与していることから、Rdx を欠損した状態では不十分な膜
構造の形成とこれによる受動拡散の亢進が想定される。前項の Rho123 の吸収増加が受動拡
散の亢進によるものか否かを検討するために、受動拡散のマーカー薬物である antipyrine を
用いて Rdx KO マウスの血中濃度推移を wild-type マウスのものと比較した。その結果、
antipyrine を経口投与した際には、wild-type と Rdx KO マウスの間で Cmax および Tmax、
AUC0-120minいずれの薬物動態学的パラメータにおいても、顕著な差は認められなかった(Fig. 
2-6)。 
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第３節 考察 
 
 本研究において、P-gp の mRNA 発現量に Rdx KO マウスと wild-type マウスの間で統計的
に有意な差は認められなかった(Fig. 2-1)。さらに、P-gp の mRNA および homogenate 中のタ
ンパク発現量はこれまでの報告と一致して、いずれのマウスにおいても小腸の上部から下
部にかけて増加する傾向が確認された。また、これらのマウスの小腸各部位間では、
homogenate 中の P-gp のタンパク発現量に差は認められなかった(Fig. 2-2A)。一方、wild-type
マウスの plasma membrane 画分における P-gp のタンパク発現量は、homogenate と同様の傾
向を示したが、Rdx KO マウスにおいては部位差が消失しており、小腸の中部と下部におけ
る発現量は上部と同様のレベルにまで低下していた(Fig. 2-2B)。また、wild-type マウスの
Rdx の発現量は、homogenate および plasma membrane 画分いずれにおいても P-gp と同様の
部位差が確認された(Fig. 2-3)。したがって、Rdx を knockdown した HepG2 細胞における報
告の結果と一致して、Rdx は P-gp の細胞膜上発現量を調節しているものの、総発現量の調
節には関与していないことが示された。それゆえに、Rdx は小腸における P-gp の翻訳後調
節に必要であり、この膜上発現の調節は P-gp の発現部位差を生み出すために重要な役割を
担っていることが示唆された。またこのことから、Rdx KO マウスにおいては P-gp が小腸
の細胞膜上に限局することができず、主に細胞内に存在していることが考えられた。 
 P-gp の膜上発現量変化が輸送機能にも影響しているのかを検討するため、Rdx KO マウス
と wild-type マウスに P-gp 基質薬物である Rho123 を経口投与し、得られた血中濃度から算
出した各種薬物動態学的パラメータを比較した。Rdx KO マウスにおける Cmaxおよび AUC
は wild-type マウスよりも約 2 倍高い値を示し、さらに Tmax が短縮されていたが、T1/2には
差が見られなかった(Fig. 2-5A, Table 2-1)。すなわち、Rdx が存在しないことで Rho123 の有
意な吸収増加が起きた一方で、その消失は変化しなかった。加えて、Rdx は膜構造の形成に
も寄与していることから、Rho123 の吸収増加の原因として小腸の粘膜構造の変化による膜
透過性の亢進について検討したところ、受動拡散のマーカー薬物(antipyrine)の体内動態は
Rdx の有無による影響を受けなかった(Fig. 2-6)。したがって、Rdx による Rho123 の小腸を
介した消化管吸収調節には受動拡散は関与していないことが示された。また、P-gp の遺伝
子を欠損させたマウスにおいては、Rho123 の経口投与によって血中濃度増加が見られた一
方で、排泄遅延によって消失相が認められなかった(Fig. 2-5B)。この原因としては、Rho123
の主要な排泄臓器の一つである腎臓 37の P-gp の機能欠失が影響したと考えられる。これら
の結果から、Rdx は消化管の中でも主要な吸収部位である小腸の P-gp の輸送機能を調節し
ているものの、腎臓においては調節していないことが示唆された。なお、Rdx はその他のト
ランスポーターの膜上発現や輸送機能に影響を与えることから、Rdx 欠損時の Rho123 の消
化管吸収増加における厳密なメカニズムの解明には、さらなる検討が必要であると考えら
れた。 
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第４節 小括 
 
 第 2 章の結果から、以下の知見が得られた。 
 
1. Wild-type マウスの小腸の P-gp は、mRNA および homogenate と plasma membrane におけ
るタンパク発現量のいずれにおいても上部から下部にかけて増加しており、部位差が存在
していた。さらに、同様の部位差が Rdx のタンパク発現にも見られた。 
 
2. Rdx KO マウスの P-gp タンパク発現量は、homogenate において wild-type マウスと同様
の傾向を示したものの、plasma membrane においての増加は消失していた。 
 
3. Rdx KO マウスにおける Rho123 の動態パラメータから、小腸の透過による消化管吸収
は wild-type の約 2 倍まで増加したものの、腎排泄は影響を受けないことが示唆された。一
方、受動拡散への影響は見られなかったことから、Rdx KO マウスの Rho123 の吸収増加は
P-gp の機能低下によるものと考えられた。 
 
 以上のことから、Rdx は消化管の P-gp の転写調節には関与していないものの、翻訳後調
節に関与し、P-gp の膜上への発現を調節していることが示唆された。さらに Rdx は、P-gp
基質薬物の吸収にも影響を与えており、その動態パラメータを変動させたことから P-gp 輸
送機能にも影響を与えうる内的因子となっていることが考えられた。  
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第3章 消化管がんおよび腎臓がん細胞における P-gp 機能調節分子の探索 
 
第１節 序 
 
 第１章序論でも述べたように、抗がん薬の効果が減弱する原因として、多くのがん細胞
が P-gp を始めとした薬物排出トランスポーターを過剰発現し、多剤耐性を獲得することが
あげられる。このため、がんにおける多剤耐性を克服するべく、排出系トランスポーター
を阻害しようと多くの研究がなされてきた 38-40。しかしながら、それらの阻害薬は組織特異
性を欠いており、脳毛細血管内皮細胞をはじめ様々な組織における P-gp をも阻害してしま
うため、本来標的対象ではない組織での副作用が無視できないのが現状である 41。 
 前章のマウス in vivo にて Rdx が、小腸の P-gp の機能調節に関与している 2ことが示され
た。このことから、Rdx の機能を何らかの方法で抑制することで、P-gp 基質薬物について
は少なくとも腎排泄に影響を与えずに、小腸の透過による消化管吸収を増加させられると
期待される。一方、P-gp は全身に広く発現するため、腎臓、消化管以外の臓器での調節の
違い、さらには、正常細胞とがん細胞での機能調節の違いについても考慮が必要である。
前者についてはラット肝臓において Rdx により膜上の発現が調節されるとの報告 18や、血
液脳関門において Ezr あるいは Msn により膜上の発現が調節されているなどの報告 19,20が
あり、P-gp の機能調節に関わる ERM タンパクは臓器間で異なるものと考えられる。一方、
後者については、例えば肝臓において、ヒト肝臓がん由来 HepG2 細胞と正常肝細胞のいず
れにおいても Rdx が P-gp の膜上発現の調節を担うことが報告されているが 16,18、他の臓器
については同様の検討はほとんど行われていない。 
 そこで本章では、前章で Rdx の有無が P-gp の膜上発現に影響を及ぼした消化管と影響が
少なかったと考えられた腎臓において、それぞれの臓器由来がん細胞を用い、いずれの ERM
タンパクが P-gp の膜上発現の調節を介して輸送機能を制御する内的因子であるかを調べた。
そして、各臓器の正常細胞において P-gp の輸送機能調節に関わる ERM タンパクが、対応
するがん細胞においても同様に P-gp の機能調節に関わるのか、すなわち ERM タンパクに
よる P-gp 機能調節の臓器特異性ががん細胞においても保持されているかという観点から検
証を試みた。 
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第２節 結果 
 
3-2-1 ヒト結腸がん由来(Caco-2)細胞の P-gp の輸送機能調節における ERM タンパクの 
関与 
 
 マウスの正常な小腸においては、P-gp の膜上発現およびその輸送機能に Rdx が関与して
おり、腎臓においては関与していないことが示唆されたが、がん組織の P-gp においても同
様の足場タンパクで機能調節されているか否かは明らかではない。 
 そこで、小腸下部と同様に P-gp の発現が高く、消化管上皮細胞のモデルとして繁用され
ているヒト結腸がん由来(Caco-2)細胞、および薬物の尿中排泄において主要な部位である近
位尿細管のがん細胞であるヒト腎臓がん由来(Caki-1)細胞を用いて、ERM タンパクによる
P-gp の機能調節が存在するかを検討した。まず Caco-2 細胞において P-gp および Ezr、Rdx、
Msn の各 mRNA を siRNA により knockdown したところ、標的とする分子の mRNA 発現量
は negative control 群と比較して有意な低下を示した(Fig. 3-1)。このとき、P-gp の輸送機能を
Rho123 の取り込み試験によって評価したところ、Rdx に対する siRNA 処理時に negative 
control 群と比較して有意な細胞内 Rho123 の蓄積増加(siRdx: 27.07 ± 1.82 µL/mg vs. 
negative control: 18.28 ± 0.87 µL/mg)が確認された一方で、Ezr および Msn に対する siRNA
処理時には変化が認められなかった(siEzr: 21.33 ± 1.31 µL/mg vs. negative control: 20.04 ± 
0.96 µL/mg, siMsn: 23.29 ± 1.10 µL/mg vs. negative control: 25.24 ± 2.62 µL/mg) (Fig. 3-2A)。
加えて、Rdx を knockdown したとき、P-gp の mRNA 発現量は negative control 群と差はなか
った (Fig. 3-2B)。また、P-gp の阻害剤および P-gp の siRNA 処理によって細胞内 Rho123 の
蓄積量は、未処理あるいは negative control 群と比較して約 1.6 倍と有意な増加を示した(Fig. 
3-2A)。 
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3-2-2 Caco-2 細胞の受動拡散における Rdx の関与 
 
 Fig. 3-2Aで見られたRho123の蓄積量増加が受動拡散によるものではないことを確認する
ため、通常は主に細胞間隙を透過する Evans blue を用いて Rdx の knockdown による膜透過
性の変化を確認した。Positive control として細胞膜を損傷させる Ethanol を用いたところ、
細胞内に蓄積した Evans blue の量は 52.62 ± 1.71 µL/mg であり、未処理(14.96 ± 1.03 
µL/mg) と比較して有意に増加した(Fig. 3-3 left)。しかしながら、Rdx の knockdown 時には
15.66 ± 1.82 µL/mg であり、negative control 群(12.86 ± 1.40 µL/mg)との差は認められなか
った(Fig. 3-3 right)。 
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3-2-3 ヒト腎臓がん由来(Caki-1)細胞の P-gp の輸送機能調節における ERM タンパクの 
関与 
 
 前項の結果から、結腸がんでは正常な小腸組織と同様の因子によって P-gp が機能調節を
受けていると考えられた。これに対して、第２章より正常な腎臓では P-gp の輸送機能調節
に、Rdx が関与していなかったものの、腎臓がん細胞の P-gp が ERM いずれによって調節さ
れているのかは明らかになってはいない。そこで、Caco-2 細胞における検討と同様にヒト
腎臓がん由来(Caki-1)細胞を用いて、ERM タンパクによる P-gp の機能調節が存在するかを
検討した。まず Caki-1 細胞において P-gp および Ezr、Rdx、Msn の各 mRNA を siRNA によ
り knockdown したところ、標的とする分子の mRNA 発現量は negative control 群と比較して
有意な低下を示した(Fig. 3-4A)。このとき、P-gp の輸送機能を Rho123 の取り込み試験によ
って評価したところ、ERM各々に対する siRNA処理時の細胞内Rho123の蓄積量(siEzr: 38.40 
± 1.47 µL/mg, siRdx: 35.53 ± 1.90 µL/mg, siMsn: 30.57 ± 1.97 µL/mg)には、negative control
群と比較して変化は見られなかった(34.87 ± 1.64 µL/mg, 32.42 ± 1.76 µL/mg, 28.89 ± 
4.63 µL/mg) (Fig. 3-4B)。さらに、ERM 各タンパクのタンパク発現量の変化から knockdown
効率を評価したところ、ERM いずれのタンパクも減少しており十分に knockdown できてい
ることが確認された(Fig. 3-5B)。また、P-gp の阻害剤および P-gp の siRNA 処理によって細
胞内 Rho123 の蓄積量は、未処理あるいは negative control 群と比較して有意に増加した(Fig. 
3-5)。 
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第３節 考察 
 
 本研究では、Caco-2 細胞および Caki-1 細胞に対する各 siRNA 処理が、標的とする mRNA
の発現量を有意に低下させた。さらに P-gp 輸送活性は、P-gp の siRNA 処理によっていずれ
の細胞においても有意に低下した。これらの結果から、本検討に用いた siRNA による RNA
干渉法は、以降の検討に適していることが示された。 
 まず、Caco-2 細胞の Rdx を siRNA により knockdown したところ、Rho123 の細胞内蓄積
量が有意に増加し、P-gp の輸送機能の低下が確認された。さらにこのとき、P-gp の mRNA
発現量には変化は認められなかった。一方、EzrおよびMsnを knockdownした際には、Rho123
の蓄積量に変化は見られず、P-gp の輸送機能は変化していなかった。また、受動拡散によ
って細胞内に取り込まれる Evans blue を用いて同様の取り込み試験を行ったとき、Rdx の
knockdown による Evans blue の蓄積増加は確認されなかった一方で、膜を傷害する Ethanol
を添加するとEvans blueの有意な蓄積増加が確認された。これらのことから、第 2章の in vivo
の結果と一致して、Rdx の機能低下は細胞膜透過性に依存した受動拡散には影響を与えない
ことが示唆された。さらに、Caco-2 細胞においては ERM タンパクの中でも Rdx のみが、
P-gp の転写には影響を与えずに、P-gp の輸送機能を調節していることが示された。前章で
は、マウス消化管の P-gp の膜上発現とそれに起因した輸送機能が、Rdx によって調節され
ていることを示している。加えて、P-gp の輸送機能は評価されていないものの、抗がん薬
の投与によってマウス消化管の Rdx が活性化され、P-gp の膜上発現が上昇することが報告
されている 42。それ故に、Caco-2 細胞の P-gp の輸送機能は、正常な消化管と同様に Rdx に
よる P-gp の膜上発現量の変化によって調節されていると考えられた。 
 次に Caki-1 細胞における検討では、ERM いずれを knockdown した際にも、Rho123 の細
胞内蓄積量に変化は認められなかった。一方、P-gp の knockdown によって、Rho123 の蓄積
量は有意に増加しており、輸送機能の低下が確認された。さらに knockdown 時の ERM 各タ
ンパクの発現量を確認したところ、明らかにタンパク発現量の低下が起きており、mRNA
量の低下をよく反映していることが示された。したがって、Caki-1 細胞の P-gp の輸送機能
は、ERM いずれのタンパクによっても調節されていないことが示唆された。本結果は前章
の正常なマウス腎臓にて示したように、Rdx が P-gp の輸送機能を調節していないというこ
とと一致しており、腎臓がん細胞における P-gp の輸送機能調節に ERM タンパクが関与し
ないことは、正常な腎臓における P-gp の機能調節と同様であるのかもしれない。 
 これまでの検討結果と既存の報告から、ERM タンパクによる P-gp の機能調節は Table 3-1
のようにまとめられる。Rdx はヒト肝がん由来細胞および正常なラット肝臓において、P-gp
の機能調節因子として働いている 16,18。さらに、脳への薬物移行を強固に制限している血液
脳関門においては、Ezr あるいは Msn によって血管内皮細胞の P-gp の機能が調節されてい
るとの報告がなされている 19,20。したがって、ERM タンパクによる P-gp の機能調節は組織
特異的であることが考えられる。この P-gp 機能調節の組織差を生み出している原因の一つ
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として、Rdx の発現量が Ezr や Msn と比較して肝臓で高いこと 43,44や Msn の発現量は内皮
細胞 45で高いことから、各組織におけるERMタンパクの発現量の違いが挙げられる。一方、
胃や小腸などの上皮細胞では、Ezr の発現が高いと考えられている 44,46。さらに、上述のよ
うに血液脳関門の血管内皮細胞においては Msn だけでなく、Ezr も P-gp の機能を調節して
いることを鑑みると、発現量の違いのみでは消化管の P-gp の機能調節に Rdx が関与してい
たことを説明できず、組織差を生み出している主要な原因ではないことが考えられる。ま
た、各組織における ERM それぞれの機能が、明確に区分されているのかは不明である。し
たがって、組織差を生み出す原因を明らかにするためには、今後更なる検討が必要である
と考えられた。また、腎臓においては ERM いずれも P-gp の輸送機能を調節していなかっ
たことから、未知の足場タンパクの存在によって調節されているのかもしれない。あるい
は、常に老廃物または排泄する必要性の高いものに接している臓器であるがため、恒常的
に P-gp は細胞膜上に存在しており、足場の必要性が低いことが想定される。後者のような
場合は、各種トランスポーターの輸送機能や基質薬物の親和性を評価する際に繁用されて
いる細胞膜ベシクルにおいて、これらの膜ベシクル上に存在する P-gp が足場がなくてもあ
る程度は輸送機能を発揮することからも支持され得ると考えられる。 
 以上の結果を踏まえると、例えば Rdx の阻害剤を開発することができれば、消化管ある
いは肝臓がんのような標的に対しては、特異的に P-gp 基質薬物の蓄積を高めることができ
る一方で、腎排泄や脳への移行には影響与えないことが期待できるものと考えられた。 
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第４節 小括 
 
 第 3 章の結果から、以下の知見が得られた。 
 
1. Caco-2 細胞および Caki-1 細胞における knockdown 処理は、標的とする mRNA の発現を
有意に低下させ、P-gp の輸送機能評価に適した条件を確立できた。 
 
2. Caco-2 細胞において Rdx が P-gp の輸送機能調節に関わり、Ezr および Msn の関与は低
いことが示唆された。さらに、前章および既存の報告も併せて考察すると、Rdx による P-gp
の機能調節機構は転写調節ではなく、翻訳後の膜上発現の調節によるものと考えられた。
また、マウス小腸において、Rdx が P-gp の輸送機能調節に関与しているとする結果と一致
した。 
 
3. Caki-1 細胞において P-gp の輸送機能は、いずれの ERM タンパクによっても調節されて
いないことが示唆された。本結果は、前章のマウス腎臓において少なくとも Rdx が、P-gp
の輸送機能を調節していないという結果と類似していた。 
 
4. P-gp の輸送機能が ERM タンパクによって調節される他の組織の報告と併せて考察する
と、組織ごとに P-gp の輸送機能調節に関わる ERM タンパクは異なっているものの、正常
およびがん組織の比較においては変化しないと考えられた。 
 
 以上のことから、P-gp の輸送機能は結腸がん細胞においては Rdx によって調節される一
方で、腎臓がん細胞においてはいずれの ERM タンパクによっても調節されていないことが
示唆された。これまでの報告・結果と合せると、P-gp の輸送機能は組織間で異なる内的因
子によって調節されているものの、少なくとも肝臓や消化管などの一部の組織においては、
正常およびがん組織いずれにおいてもRdxが内的因子として働いていることが考えられた。  
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第4章 外的要因としての脳虚血発症時における P-gp 機能調節 
 
第１節 序 
 
 2 および 3 章において、内的要因による P-gp の輸送機能調節に関する検討を示した。一
方、これまでに消化管上皮の炎症や肝障害時に P-gp の輸送機能が低下あるいは増加するこ
とがわかっており 47,48、これらの条件下では各組織内における薬物濃度も変わり得ることが
想定される。したがって、病態時における P-gp の輸送機能を理解しておくことも、薬物治
療上重要であると考えられるが、あまり多くの研究がなされていない。そこで、正常時に
薬物の移行が強く制限されている脳に着目し、脳保護作用を有する薬物を用いて組織障害
時における脳内濃度変化についての検討をおこなった。本章では、組織障害など本来備わ
っているものとは異なる因子(以降、外的因子とする)による、P-gp の輸送機能調節を示す。 
 血液から血管平滑筋への Ca2+の流入は、主に L-type Ca2+チャネルによって調節されてお
り、血管収縮や血圧上昇を引き起こす。一方、N-type Ca2+チャネルはシナプス前細胞に発現
し、末梢においてはシナプス間隙への noradrenaline の放出を調節しており、中枢において
は glutamate の放出に関与している。この glutamate はこれまでに脳虚血時に遊離が促進され
ることや、その受容体である N-methyl D-aspartate (NMDA)型受容体を遮断すると虚血障害が
保護されることが報告されている 49,50。ジヒドロピリジン系の Ca 拮抗薬である cilnidipine
は、L-type だけでなく N-type Ca2+チャネルをも阻害する 51,52。したがって、L-type Ca2+チャ
ネル阻害によって降圧作用を示す 53とともに、末梢の交感神経終末の N-type Ca2+チャネル
の阻害によって、降圧作用の副作用のひとつである反射性頻脈を防ぐことができるユニー
クな薬剤である 54。さらに、中枢においては N-type Ca2+チャネルの阻害を介して、glutamate
のシナプス前末端からの放出を抑制するため、脳保護作用を示すことが期待される。これ
までに、脳虚血モデルラットにおいて降圧作用量の cilnidipine が、梗塞範囲を縮小させるこ
とが報告されている(Fig. 4)24。これらのことから、cilnidipine は脳への移行が良好であるこ
とが予測される。しかしながら実際には、その脂溶性にも関わらず正常時には脳への移行
性が低く、保護作用を発揮しづらい薬物である。脳への薬物移行には、Blood Brain Barrier 
(BBB)と呼ばれる透過障壁があり、これは脳毛細血管内皮細胞間の tight junction による物質
の透過制限 55と、血管内皮細胞に発現する P-gp および Mrps、breast cancer resistance protein 
(Bcrp)などの ATP を駆動力としたトランスポーターによる血液中への排出などから構成さ
れる 56,57。これらのことから、cilnidipine の脳移行性が低い原因には、これらのトランスポ
ーターによる血液中への排出が関与していることが考えられる。 
 そこで、cilnidipine は P-gp の基質薬物であり、正常時には血液中に掃き出されるため脳へ
移行しにくいものの、脳虚血といった外的(病的)因子が発生した時には、P-gp の輸送機能が
低下することで脳移行性が高まり、脳保護作用を発揮するのではないかと考え、検討を行
った。 
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第２節 結果 
 
4-2-1  Cilnidipine の細胞内蓄積量に対する P-gp の影響 
 
 これまでに cilnidipine は、降圧作用に加えて脳保護作用を有することがわかってきている
が、正常時には高い脂溶性にもかかわらず脳への移行量が僅かである。このことから、脳
から血液中へ積極的に掃き戻す経路が存在していると考えられる。本章では虚血時に
cilnidipine が脳保護作用を発揮するメカニズムの解明を目的とし、まず本項では P-gp の遺伝
子であるヒト MDR1 遺伝子を導入した細胞および非導入細胞を用いて、cilnidipine が P-gp
によって排出され得るのか検討を行なった。 
 ブタ腎尿細管上皮細胞 (LLC-PK1)およびヒト MDR1 遺伝子を導入した同細胞
(LLC-GA5-COL150)に 100 µM の cilnidipine を添加し、一定時間インキュベーションしたの
ちに細胞を回収し、細胞内に蓄積した cilnidipine 濃度を高速液体クロマトグラフィ
(high-perforrmance liquid chromatography; HPLC)にて測定した。その結果、LLC-PK1 細胞にお
いては 120 秒まで時間依存的な cilnidipine の取り込みが見られた(Fig. 4-1 A)。一方、
LLC-GA5-COL150 細胞においても同様に 60 秒まで増加したものの、この時間以降では
LLC-PK1 細胞で見られた蓄積増加が消失した(Fig. 4-1 A)。次に、P-gp の阻害剤である
verapamil および ATP 合成阻害剤である 2, 4-dinitrophenol (DNP)を用いたときに、cilnidipine
の細胞内蓄積量が変化するか否かを検討したところ、verapamil および DNP いずれの処理に
よっても control 群と比較して有意に増加した(Fig. 4-1 B)。 
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4-2-2  Cilnidipine の脳内蓄積量および血中濃度に対する P-gp の影響 
 
 前項にてcilnidipineがP-gpの基質薬物となり得ることが明らかとなったものの、cilnidipine
の脳移行に P-gp が影響し得るのか否かは明らかにはなっていない。そこで本項では、マウ
ス Mdr 1a/1b 遺伝子を欠損させた P-gp knockout (P-gp KO)マウスおよび wild-type マウス
(FVB)を用いて、P-gp の存在の有無が cilnidipine の脳移行性に差を生じるか否かを検討した。
各マウスに対して、投与量 1 mg/10 mL/kg body weight (B.W.)の cilnidipine を単回腹腔投与し
て 1 時間後に採血および脳摘出を行なった。その結果、P-gp KO マウスにおいては wild-type
マウスの脳内 cilnidipine 濃度(9.89 ± 2.26 ng/g brain)よりも約 6.3 倍高い 62.1 ± 10.90 ng/g 
brain を示し、有意な脳移行量の増加が認められた(Fig. 4-2A)。一方、血中濃度においては差
が認められなかった(FVB: 18.3 ± 0.34 ng/mL , P-gp KO: 20.8 ± 1.84 ng/mL) (Fig. 4-2B)。 
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4-2-3 脳虚血半球および正常半球への cilnidipine および Evans blue の移行量と 
   その分布部位 
 
 ラットに 0.1 mg/mL/kg B.W. の cilnidipine を腹腔内投与した後に左脳虚血処置を施し、脳
移行量を算出することで左脳と右脳各々の Kp 値(脳組織内濃度/血漿中濃度)を比較した。投
与 1 時間後、左脳虚血ラットにおいて左脳は右脳よりも 1.62 倍 Kp 値が高く(L/R ratio)、一
方で、偽手術(sham)のラットにおいては差が認められなかった(1.08 倍)。さらに、sham 群と
左脳虚血群の L/R ratio を比較すると、左脳虚血群の L/R ratio は sham 群よりも有意に高かっ
た(Fig. 4-3 left panel)。また、細胞間隙ルートのマーカーとして Evans blue を用いて同様の検
討を行なったところ、処置による L/R ratio への有意な影響は認められなかった(Fig. 4-3 right 
panel)。また、左脳虚血群でみられた cilnidipine の脳内分布を MALDI-TOF/MS イメージング
を用いて確認したところ、その分布は虚血半球の特に虚血部位周辺に多く、正常半球では
ほとんど確認されなかった(Fig. 4-4)。 
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第３節 考察 
 
 LLC-PK1 および LLC-GA5-COL150 (P-gp 遺伝子導入)細胞を用いて cilnidipine の取り込み
試験を行なったところ、2 分後には LLC-GA5-COL150 細胞における細胞内蓄積量は
LLC-PK1 よりも低かった。さらに、同一の取り込み実験時間で P-gp 阻害剤である verapamil
および ATP 合成阻害剤である DNP を用いた際には、LLC-GA5-COL150 における cilnidipine
の細胞内蓄積量は阻害剤非添加群と比較して有意に増加した。これらの結果から、cilnidipine
は P-gp 基質薬物であることが示された。また、in vivo 実験から P-gp KO マウスの脳への
cilnidipine 蓄積量は wild-type マウスと比較して有意に多かった。一方、血漿中 cilnidipine 濃
度には、差は認められなかった。P-gp は BBB を介して脳へ移行しようとする薬物を制限し
ている 58,59ことから、in vivo レベルでは P-gp が cilnidipine の脳内濃度の調節に関与してい
ることが示唆され、脳血管内皮細胞における P-gp の機能が低下する疾患時には、cilnidipine
は脳へ移行しやすくなることが考えられた。 
 次に cilnidipine は脳虚血時に保護作用を有することが報告されていることから、虚血時に
おいて脳へ移行しやすくなっているのではないかと考えた。そこで、脳保護作用を検討し
た既存の報告と同様の方法を用いて左脳虚血ラットを作製し、cilnidipine の左脳/右脳比(L/R 
ratio)を sham 群と左脳虚血ラット群とで比較した。なお、左脳虚血ラットの虚血半球は、虚
血中心部と境界領域を含むものを用いた。左脳虚血ラットの L/R 比は、sham 群よりも有意
に高い値を示した。さらに、細胞間隙ルートを介した BBB の透過性を Evans blue を用いて
確認したところ 60、少なくとも虚血 40 分後には亢進されてはいないことが示唆され、脳虚
血時の薬物透過性に関する既存の報告とも一致した 61,62。また、その虚血半球における
cilnidipine の分布を MALDI-TOF/MS イメージングにて確認したところ、虚血中心部周辺の
領域に多く存在していた。このことから、虚血状態による低酸素状態が細胞内 ATP 量の低
下を引き起こし、これが原因となって虚血周辺部位で P-gp の輸送機能が低下したと考えら
れた。 
 以上より、cilnidipine の脳内移行は P-gp 介在性の輸送によって生理学的に調節されている
ことが示された。さらに、組織障害をはじめとした外的因子によって P-gp の輸送機能が低
下し、その結果 cilnidipine などの P-gp 基質薬物の脳内移行は高まることが示唆された。す
なわち、正常時には脳に到達できない P-gp 基質薬物も、脳虚血時には脳内で薬効を発揮し
得ることが示唆された。 
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第４節 小括 
 
 第 4 章の結果から、以下の知見が得られた。 
 
1. P-gp を過剰発現させた細胞を用いた検討において、cilnidipine の細胞内蓄積量が低下し
た。このとき、P-gp 阻害剤および ATP 合成阻害剤の追加によって蓄積量の増加が見られた
ことから、cilnidipine は P-gp の基質薬物であることが示された。 
 
2. P-gp KO マウスにおける cilnidipine の脳内移行量は、wild-type マウスのものより有意に
高く、この原因は血中濃度の変化によるものではなかった。したがって、上記 1.で確認さ
れた P-gp の基質としての cilnidipine の挙動は、in vivo レベルでも確認することができた。 
 
3. 左脳虚血ラットを用いた検討において、P-gp 基質薬物である cilnidipine の脳内移行量は
虚血半球の方が正常半球よりも有意に多かった。さらに、細胞間隙ルートを透過する Evans 
blue を用いた検討においては、虚血半球と正常半球の間に蓄積量の差は認められず、
cilnidipine の脳移行量増加には BBB の構造的な破綻による透過性亢進の可能性は低いこと
が示された。 
 
4. MALDI-TOF/MS イメージングの結果より、cilnidipine は虚血半球の中でも特に虚血部位
周辺に多く分布していることが示された。 
 
 以上のことから、P-gp の輸送機能は脳虚血などの外的因子によっても影響され得ると考
えられ、基質薬物の投与には十分な配慮が必要である。さらに、cilnidipine のように P-gp
基質薬物は、脳虚血時には脳移行量が高まることが予測されるため、脳保護作用を目的と
した薬物などはより有効性が高まる一方、脳疾患の治療以外の目的で使用する薬物では脳
において予期せぬ副作用が生じる可能性があり、注意が必要であると考えられた。  
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第5章 P-gp 基質認識性を決定づける因子としての薬物の苦味 
 
第１節 序 
 
 P-gp は、様々な薬物の消化管吸収を制限するとともに、がん治療における多剤耐性の原
因ともなっている。これまでに P-gp 基質薬物は非基質薬物と比較して、脂溶性が高い、分
子量が大きいなどの傾向を有していることがわかってきているが、その基質認識性を決定
づける因子は明らかになっていない。このため、薬物の消化管吸収やがん組織への分布を
予測するため、創薬の早期段階で基質となり得るか否かを判別しておくことは非常に重要
である。 
 多くの毒物は苦味を有しており、生体は苦味を感知して吐き出そうとする。苦味は舌の
味蕾や口腔内、消化管粘膜に発現する苦味受容体(T2Rs)によって感知される。本受容体ファ
ミリーはヒトで 24 種、マウスでは 40～80 種あると言われており、その内の T2R38 はヒト
およびマウスいずれの消化管にも発現している。苦味物質である phenylthiocarbamide (PTC)
は、この受容体のリガンドとして知られている。興味深いことに、PTC は Caco-2 細胞およ
びラットの消化管において、P-gp の mRNA 発現量と輸送活性を上昇させることに加え、P-gp
基質薬物としての挙動も示す。これは、PTC による苦味刺激を毒物の侵入として生体が認
識し、効率よく排泄するために働くメカニズムの一つであると考えられる。 
 このことから、「P-gp の基質薬物あるいは阻害薬物の特性は、苦味と関連している」との
仮説を立てた。本研究では、この仮説を検証するために、ヒトの味覚診断テストから得ら
れた苦味強度の結果とよい相関を示す味覚センサーを用いて、P-gp 基質および非基質の苦
味を測定した。さらに、P-gp に対する基質の親和性および阻害率の予測式を得るため、味
覚センサーによって得られた苦味強度から各薬物の苦味代表値を算出し、その他の物性値
とともに重回帰分析を行った。 
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第２節 結果 
 
5-2-1 味覚センサーによる P-gp 基質および非基質群の苦味強度測定 
 
 まず、P-gp 基質あるいは阻害薬の特性が苦味と関連しているかを確認するため、P-gp 基
質薬物として用いられる rhodamine123 (Rho123)と verapamil および非基質薬物として
antipyrine の苦味強度を、AN0 および AC0、BT0 センサーと呼ばれる苦味センサーを用いて
測定した（それぞれのセンサーにおける後味を示す CPA 値も含む）。その結果、各 100 µM
の溶液における苦味は、Fig. 5-1 に示されるような結果となり、各苦味の種類によって値は
異なるものの、Rho123 と verapamil においては 6 種全ての苦味がはっきりと検出された。一
方、antipyrine はいずれの苦味もほとんど検出されなかった。 
 P-gp 基質薬物の苦味が確認されたことから、次に基質薬物 10 種と非基質薬物 9 種の苦味
を測定した。P-gp 基質薬物は既に報告で用いた Rho123 に加え、既存の報告 63-65より抽出し
た。P-gp 基質ではない薬物は、他の排出系トランスポーター(MRPs66-68と BCRP65,69、Bile salt 
export pump: BSEP
70
)により輸送されることが報告されているもの、受動拡散により細胞を
透過するものなど 71-74を抽出した。さらに、これらの薬物の中で、分子量(M.W.)および脂溶
性(log P)が広範囲に分布し、かつ偏在しないように選択した。Table 5-1 および Fig. 5-2 が示
しているように、Rho123 をはじめ vinblastine や fexofenadine など多くの P-gp 基質薬物は、
同一の苦味センサー測定において非基質薬物よりも顕著に高い値を示した。ここで、6 種の
苦味強度は非常に類似した挙動を示したことから、各種の苦味の値の相関係数を算出した
ところ、いずれの苦味の組み合わせにおいても非常に高い値を示し、独立した値ではなか
った(0.787＜ｒ＜0.959) (Table 5-2)。それ故に、これらの苦味の値の代表値を求めるため主成
分分析をおこない、得られた第一主成分を苦味代表値として用いて P-gp 基質薬物群と非基
質薬物群を比較したところ、P-gp 基質群(1.01 ± 0.84)は非基質群(-1.23 ± 0.08)よりも有意
に強い苦味を有していることが明らかとなった(Fig. 5-3)。 
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5-2-2  P-gp 基質薬物および非基質薬物の物理化学的性質と苦味代表値の相関性 
 
 Table 5-3 にまとめたように、本検討で用いた各薬物の物理化学的パラメータの平均値を
算出したところ、P-gp 基質群の M.W.および log P は、545.78 ± 82.02 g/mol および 2.66 ± 
0.47 を示し、非基質群のそれら(296.98 ± 51.58 g/mol および 0.29 ± 0.45)よりも有意に高
い値を示した(Fig. 5-4)。Rho123 の蓄積率から算出された P-gp 阻害率(C/M ratio)は、基質群
で 131.39 ± 13.84 %を示し、非基質群(114.34 ± 8.43%)よりも有意差はないものの増加が
認められた。また、基質群の Km値は文献値
4-6,75-77より、585.75 ± 413.50 µM を示した。 
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5-2-3 薬物の苦味による P-gp に対する Km値と阻害率の予測 
 
 Table 5-4 に示したように、各薬物群の物理化学的パラメータと苦味代表値(PC1)の相関を
確認したところ、それぞれの相関係数は PC1 と M.W.との間では 0.153、PC1 と log P の間で
0.548、M.W.と log P の間で 0.592 を示し、各々は強い相関性を持つ因子ではなく、それぞれ
の値は独立した変数であると考えられた。そこで、これらの変数を用いて Km 値および阻
害率を予測可能となるかを検討するため、重回帰分析を行なった。まず Km 値に関しては、
log Km= - 0.00219･M.W. - 0.309･log P - 0.193･PC1 + 4.03 (Eq. 1)となり、この式の決定係数(R2)
は 0.63 を示し、実測値と予測値との間に有意な相関性(P<0.05)が確認された。さらに、非基
質を除いた際にも同様に、基質内において実測値と予測値の間に有意な相関性が確認
(P<0.05)された(Fig. 5-5)。また、PC1 を除いた場合は、log Km= - 0.00173･M.W. - 0.481･logP + 
4.11 となり、R2は 0.58 であった。一方、阻害率に関しては、阻害率(%) = 0.0487･M.W. + 12.1･
logP - 6.49･PC1 + 80.6 (Eq. 2)、R2は 0.57 であり、実測値と予測値との間に有意な相関性
(P<0.05)が確認された。また、PC1 を除いた場合は、阻害率(%) = 0.0576･M.W. + 7.50･logP + 
86.5、R2は 0.53 であった。 
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第３節 考察 
 
 Fig. 5-1 で見られたように、P-gp 基質薬物の苦味強度は非基質群のものと比較して大きか
った。本検討で用いた薬物における 6 種のセンサー測定値は、いずれも高い相関性を示し
た。それゆえに、各測定値から代表値(PC)を算出したところ、第一主成分の Principal 
component 1 (PC1)のみが最も高い寄与率(0.90)を示した。このことから、PC1 を苦味の代表
値として用いて P-gp 基質薬物と非基質薬物を再度比較したところ、基質群の方が有意に強
い苦味を有していることが示された(Fig. 5-3)。したがって、P-gp 基質薬物は強い苦味を有し
ていることが示唆された。しかしながら、PC1 の値が高い薬物が苦味受容体 T2R38 を刺激
し得るのか否かは不明であり、さらなる検討が必要であると考えられた。 
 M.W.、logP、PC1 の 3 種の物性値の間には、強い相関性は認められなかった(各 r<0.7) (Table 
5-4)ため、これら 3 種の物性を独立変数とみなして Km 値に対する重回帰分析を行った。そ
の結果、P-gp への親和性を示す Km 値は M.W.および logP、PC1 と相関性が認められた。ま
た、M.W.が大きく logP が高いことに加えて苦味が強いものほど Km 値が低くなる重回帰式
Eq. 1 が得られ、本式の決定係数(寄与率)R2=0.63 は、PC1 を除いた際の決定係数(R2=0.58)と
比較して高い値を示した。従って、P-gp による基質親和性と苦味強度は、少なくとも一部
は共通の要因で支配されていると考えられた。苦味強度を考慮して予測した Km 値を実測
値(文献値)と比較したところ、有意な相関を認めた(Fig. 5-5)。また、薬物の物性値のひとつ
として pKa値の予測式への組み込みを試みたが、20種の薬物のうち 9種が中性物質であり、
pKa 値を含む予測式の構築には至らなかった。一方、P-gp 基質薬物である Rho123 の排出に
対する各薬物の阻害率について、Km 値と同様に苦味強度を含めることで予測性が改善する
かを検討した。その結果、Eq. 1 と同様に、M.W.および logP、PC1 と阻害率との間には有意
な相関性が認められ、予測式 Eq. 2 (R2=0.57)を得ることができた。PC1 を含めない場合に比
べて R2値は改善傾向(0.53⇒0.57)を認めたものの、PC1 の係数が負の値、すなわち苦味が強
いほど P-gp への阻害率が逆に低下する結果となった。本研究を遂行するきっかけとなった
PTC については、T2R38 の特異的なリガンドであるとともに、P-gp の輸送基質であること
が報告されているが、その Km値は不明である。本検討で構築した Km予測式(Eq.1)から PTC
の Km 値を推定したところ、5,370 µM となり、比較的親和性の弱い基質であることが示唆
された。 
 本研究では、苦味強度(PC1)が P-gp に対する Km 値と一定の相関を認めることにヒントを
得て、最終的に Eq. 1 で示されるような苦味強度と物性の両者を組み込んだ Km 予測式の構
築に成功した。苦味強度は味覚センサーを用いて容易に測定することができることから、
創薬の早期段階で P-gp の基質薬物となり得るか否かを簡便に判断するための有用なツール
となることが期待される。これまでにも、分子量と脂溶性に加え、分子類似性やその他の
分類も考慮して P-gp 基質薬物を同定しようとする試みがなされている。これらアプローチ
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で着目されている要因も併せて考慮することで予測性がより改善するのかについては、今
後の更なる検討が必要である。 
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第４節 小括 
 
 第 5 章の結果から、以下の知見が得られた。 
 
1. 味覚センサーを用いた検討結果から、P-gp 基質薬物は非基質薬物と比較して強い苦味を
有していた。得られた 6 種のセンサー結果は互いに強く相関しており、主成分分析により
算出した代表値 PC1 を用いて各薬物群の値を比較したところ、基質薬物群は有意に高い値
を示した。 
 
2. 重回帰分析を用いて P-gp に対する薬物の親和性を予測する式を算出したところ、分子
量が大きく脂溶性が高いことに加えて、苦味が強いものほど Km 値が低くなる(親和性が高
くなる)重回帰式 Eq. 1 (R2=0.63)が得られた。したがって、苦味が強いものほど、基質認識性
が高い薬物であることが示唆された。 
 
3. P-gp の阻害率に対しても一定の予測精度を有する式が得られたものの、PC1 の係数が負
の値であり、苦味が強いものほど阻害率が高いというものではなかった。 
 
 以上より、P-gp 基質は強い苦味を有している上、苦味によって予測可能であると考えら
れた。したがって、味覚センサーを用いた苦味強度測定によって、早期かつ簡便に P-gp の
基質薬物となり得るか否かを判断できるようになることが期待される。 
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第6章 総括 
 
1. 小腸および腎臓の P-gp 機能調節に関わる内的因子としての Rdx (第 2 章) 
 
 これまでに、ヒト肝臓がん由来細胞において Rdx が P-gp 輸送機能を調節していることが
明らかにされている。一方、薬物吸収において最初の障壁となる消化管において、P-gp の
機能を調節する内的因子に関する報告は乏しい。そこで第 2 章においては、消化管の中で
も主要な吸収部位である小腸を中心に P-gp の機能調節における Rdx の関与について検討し
た。その結果、マウス小腸の上部から下部にかけて細胞膜上の P-gp は増加しており、Rdx
がこの部位差の発生に関与していることを示した。さらに、この Rdx による P-gp の膜上発
現量の調節によって、P-gp の輸送機能をも調節していることが示された。また、腎臓にお
いては、Rdx 以外の因子が P-gp の輸送機能を調節しているものと考えられた。 
 
2. 消化管がんおよび腎臓がん細胞における P-gp 機能調節分子の探索(第 3 章) 
 
 正常組織で認められた Rdx による P-gp の機能調節が、がん組織においても確認されるか
を消化管がんとして結腸がん由来細胞および腎臓がん由来細胞を用いて検討した。その結
果、正常組織と同様に消化管がん由来細胞では、Rdx が P-gp の輸送機能を調節しており、
Ezr と Msn の関与は認められなかった。さらに、腎臓がん由来細胞においては、ERM いず
れのタンパクも P-gp の機能調節には関与していないことが示唆された。 
 
3. 外的要因としての脳虚血発症時における P-gp 機能調節(第 4 章) 
 
 P-gp は病態時にその機能が変わり得ることが想定される。そこで本検討では、正常時に
は厳密に物質の輸送を制限している血液脳関門において、脳虚血発症時に P-gp の輸送機能
が変化するか否かについて検討を行った。その結果、虚血時には P-gp 基質薬物の脳移行量
が増加したが、これに血液脳関門の構造破綻は関係していなかった。したがって、脳虚血
時には ATP の合成低下などを介して P-gp の輸送機能が低下し、基質薬物は脳へ取り込まれ
やすくなるものと考えられた。 
 
4. P-gp 基質認識性を決定づける因子としての薬物の苦味(第 5 章) 
 
 毒物の多くは苦味を有しており、P-gp は生体にとって毒となる薬物を排出する。一方、
P-gp 基質を早期かつ簡便に予測する方法は未だ確率していない。そこで、P-gp 基質薬物は
苦味を有しており、この物性から P-gp 基質を予測することができるのではないかと考えた。
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その結果、基質薬物は非基質薬物よりも強い苦味を有しており、分子量や脂溶性に加えて
苦味を加味することで、P-gp への親和性を予測可能とする重回帰式を得ることができた。 
 
 本研究では、組織特異的なP-gpの機能を調節し得る内的要因の一つとしてRdxを同定し、
この Rdx による調節は正常およびがん組織のいずれにおいても変化しないことを明らかに
した。また、これまでの報告と合せて考察すると、脳への薬物移行のバリヤーとして働く
脳血管内皮細胞のP-gpは、Rdxによる調節を受けていないことが考えられる。したがって、
Rdx の抑制は P-gp 基質薬物の脳移行性には影響を与えないため、薬物による脳への毒性を
亢進する可能性は乏しいと考えられる。これらのことから、例えば Rdx によって P-gp の機
能が調節されている組織においては、Rdxの機能を特異的に抑制する薬剤を用いることで、
既存の抗がん薬の組織特異的な蓄積を促進し、その薬物の薬効増強および副作用の軽減に
寄与するものと考えられた。また、虚血などの外的因子によっても P-gp の機能が変化し得
ることを明らかにし、さらに苦味という薬物のユニークな物性が P-gp の基質認識性に関わ
ることを明らかにした。 
 本研究の成果により、薬物の P-gp 基質親和性を簡便かつ早期に判別することが可能とな
るとともに、疾患時において P-gp の機能に影響しうる外的因子を的確に把握することや、
P-gp の輸送機能制御に関わる内的因子を調節することによって治療効果の最大化が期待で
きるものと考えられた。 
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第7章 実験の部 
 
第１節 実験動物・細胞 
 
 自然発症高血圧ラットおよび C57BL6 マウスは日本エスエルシー(株)より購入した。FVB
および mdr 1a/1b (P-gp KO) マウスは日本クレアより購入した。ラディキシン遺伝子欠損マ
ウスの胚は、大阪大学大学院生命機能研究科月田早智子教授より供与戴き、高崎健康福祉
大学薬学部分子生体制御学研究室大森慎也博士に C57BL6 マウスの卵管に移植して戴いた。
作製した欠損マウスは、8～9 週齢まで飼育および繁殖させ実験に用いた。マウスには水お
よびオリエンタル酵母工業(株)より購入した実験用動物飼料を自由に摂取させ、温度コント
ロール(25 ± 2℃)の環境下にて 12 時間明暗サイクルで飼育し、実験 12 時間前には絶食にか
けた。全ての動物実験は、高崎健康福祉大学の実験動物の保護および使用の指針に従い行
った。 
 
ブタ腎尿細管由来 LLC-PK1 細胞およびヒト腎臓がん由来 Caki-1 細胞は Health Science 
Research Resources Bank、LLC-GA5-COL150 細胞は RIKEN CELL BANK より購入した。 
ヒト結腸がん由来 Caco-2 細胞は American type culture collection (ATCC) より購入した。 
 
第２節 試薬 
 
本研究で用いた主な試薬を以下に示す。塩類など一般的な試薬はここでは記載しない。ま
た、下記記載およびその他の試薬は全て特級あるいは生化学用、細胞培養用試薬を用いた。 
 
cilnidipine         味の素製薬株式会社 
rhodamine123 (Rho123)        Sigma Aldrich 
verapamil         Wako 
antipyrine         Wako 
Evans blue         Sigma Aldrich 
Stealth RNAi
TM
 siRNA                                           Invitrogen 
・P-gp siRNA (GC:Low)  5’- UCC CGU AGA AAC CUU ACA UUU AUG G -3’ 
・Ezrin siRNA (GC:Low)  5’- UUC UCA UAA AUA UUC AGU CCA AGG G -3’ 
・Radixin siRNA (GC:Medium) 5’- AAC UGC UUC UGA UGU UUC UCC UCC C -3’ 
・Moesin siRNA (GC:Medium) 5’- AUC CUG GGC AGU CAC CUU CUU AUU G -3 
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Primer sequences 
Human 
･Ezrin    F: 5’-CACGCTTGTGTCTTTAGTGCTCC-3’ 
  R: 5’-ACTCAGACTTTACAGGCATTTTCC-3’  
･Radixin    F: 5’-TGCACCTCGTCTGAGAATCA-3’ 
  R: 5’-CTCTAATTGTGCCCTTTCCAAC-3’ 
･Moesin    F: 5’-GCCCTGGGTCTCAACATCTA-3’ 
  R: 5’-GACGGCGCATGTATAGTTCA-3’ 
･P-gp     F: 5’-TGGTCAGTGTTGATGGACAGG-3’ 
  R: 5’-ACATTTTCACGGCCATAGCG-3’ 
･GAPDH    F: 5’-AGATCATCAGCAATGCCTCC-3’ 
  R: 5’-TGTGGTCATGAGTCCTTCCA-3’ 
Mouse 
･Radixin    F: 5’-aagcaagctgctgaccaaat-3’ 
  R: 5’-gtgaattcggcaagttctgc-3’ 
･P-gp     F: 5’-agtggtgggcagaagcagagga-3’ 
  R: 5’-tcaacttcatttcctgctgtctgc-3’ 
･GAPDH    F: 5’-agatcatcagcaatgcctcc-3’ 
  R: 5’-tgtggtcatgagtccttcca-3’ 
 
Stealth RNAi
TM
 Negative Control       Invitrogen 
・Control siRNA (P-gp, Ezrin)       Low GC 
・Control siRNA (Rdx , Msn)       Medium GC 
Lipofectamin
TM
 RNAiMAX Reagent       Invitrogen 
Dulbecco's Modified Eagle Medium high glucose (DMEM)        Wako 
RPMI-1640         Wako 
FBS          Biowest 
MEM- Non-Essential Amino Acids Solution (100X) (N.E.A.A.)       Life Technologies 
Opti-MEM
® 
         GIBCO 
ISOGEN          ニッポンジーン 
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit      Invitrogen 
THUNDERBIRD
®
 SYBR
®
 qPCR Mix       TOYOBO 
RIPA buffer         Wako 
Triton
TM
X-100         Sigma Aldrich 
Bovine Serum Albumin (BSA)       Sigma Aldrich 
DC
TM
 Protein Assay        BIO RAD 
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e-PAGEL       ATTO 
Skim milk      BD Difco
TM
 
ECL prime Western blotting detection system    GE healthcare. Inc 
Mouse anti P-gp monoclonal IgG    Signet 
Mouse anti Ezrin monoclonal IgG1    Santa Cruz Biotechnology 
Rabbit anti Radixin monoclonal IgG    Epitomics 
Mouse anti Moesin monoclonal IgG1    Santa Cruz Biotechnology 
Rabbit anti Actin polyclonal IgG    Millipore 
Mouse anti Na+/K+ ATPase monoclonal IgG   Sigma Aldrich 
Rabbit anti Rab5 monoclonal IgG    Cell signaling technology 
Rabbit anti syntaxin6 monoclonal IgG    Cell signaling technology 
Goat anti-mouse IgG-HRP     Santa Cruz Biotechnology 
Goat anti-rabbit IgG-HRP     Santa Cruz Biotechnology 
 
第３節 統計解析 
 
 実験データは平均値±標準誤差で示した。有意差検定は 2群間の比較については two -tailed 
Student’s t test を用い、有意水準を 5 %あるいは 1 %とし P<0.05, 0.01 を有意差ありと結論付
けた。 
  
第４節 実験方法 
 
Plasma membrane 画分の抽出 
 
 マウス小腸を取り出し、phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)を 1 mM となるように加えた
生理食塩水で洗浄し、上部、中部、下部の三分割を行った。スライドガラスで粘膜を掻き
取り、plasma membrane extraction kit (Bio vision)を用いて推奨プロトコールの手順に従って
Homogenate および plasma membrane 画分を抽出した。 
 
蛋白定量 
 
 得られた各種サンプルのタンパク量は、bovine serum albumin (BSA)を用い、Bio-Rad 社の
DC Protein Assay kit により定量した。各サンプル 5 µL を 96 well plate に添加し、各 well に
kit の reagent A を 25 µL と reagent B を 200 µL ずつ加え、5 秒間撹拌した後、37℃で 15 分間
インキュベーションを行った。その後吸光度を 750 nm にて測定した。 
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Western blot 法 
 
 サンプルを 6×loading bufferに溶解させ e-PAGEL (5-12 %)に applyした後、定電流 20 mA/gel
で SDS-PAGE を行った。 
 泳動後、PVDF メンブレン(MILLIPORE)とゲルを転写 buffer を含ませたろ紙で挟み、15V
定電圧で 90 分転写した。転写したメンブレンに 5 % (w/v) skim milk/TTBS で室温 1hr 若しく
は 4 ℃ over night でブロッキングを行った。その後 TTBS で wash を行い、各種一次抗体を
5 % (w/v) skim milk/TTBS により希釈(P-gp 抗体は 500 倍、その他は 2000 倍)して用い、室温
1 時間もしくは 4 ℃ over night で反応させた。その後、tris-buffered saline containing Tween 20 
(TTBS)で wash を行い、各種二次抗体を 5 % (w/v) BSA/TTBS で希釈(2000 倍)して用い、室
温で 1hr 反応させた。その後、ECL prime Western blotting detection system (GE healthcare. Inc.)
を用いて、化学発光シグナルを LAS3000 (Fuji Film)にて、検出、定量を行った。 
 
rhodamine123 (Rho123)および antipyrine の血中濃度解析 
 
Rho123 および antipyrine を PBS (-)で溶解し、それぞれ 2 mg/10 mL/kg および 20 mg/10 
mL/kg としてマウスに単回経口投与した。heparin 処理を行ったシリンジを使用し、Rho123
および antipyrine 投与後 5, 15，30，60，120，180 分後に頸静脈より採血した。血液サンプ
ルは 630×g、4 ℃で 10 分間遠心し、その上清を回収して血漿サンプルとして測定に用いた。
Rho123 の血漿中濃度は WALLAC Multilabel/Luminescence Counter (PerkinElmer, Waltham, 
MA)を用いて、485 nm の励起波長と 538 nm の蛍光波長によりもとめられた蛍光強度から算
出した。Antipyrine の血漿中濃度は、high-perforrmance liquid chromatography (HPLC)により
254 nm の UV 波長で測定した。 
HPLC 条件 
移動相：10mM dipotassium hydrogenphosphate (pH4.68)：acetonitrile=8：2 (v/v) 
カラム：Mightysil RP-18 Aqua 250-4.6 (5μm) (KANTO CHEMICAL CO.,INC.) 
流速：1.0 mL/min 
Injection volume：50 μL 
波長：254 nm 
Retention time：15 min 
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各種 Cell line の培養 
 
・ブタ腎尿細管由来 LLC-PK1 および LLC-GA5-COL150 細胞 
 LLC-PK1 は、Medium 199 に FBS を 10%、penicillin を 100 U/mL および streptomycin が
100 µg/mL となるように加えた培地(基本培地)にて培養した。LLC-PK1 にヒト MDR1 遺伝子
を導入したLLC-GA5-COL150細胞の培養には、基本培地に500 µg/mL G418および150 ng/mL 
colchicine となるように各薬剤を添加したものを用いた。 
・ヒト結腸がん由来 Caco-2 細胞とヒト腎臓がん由来 Caki-1 細胞 
 Caco-2 細胞は DMEM、Caki-1 細胞は、RPMI-1640 に FBS を 10%、N.E.A.A.を 1%となる
ように加えた培地を用いた。 
 いずれの細胞も、37℃､5%CO2インキュベーター内にて静置し、培養した。 
 
各種 Cell line の RNA silencing 
 
 Caco-2 細胞は 2×105 cells/mL、Caki-1 細胞は 1×105 cells/mL に調整し、24 well plate に 500 
µL/well ずつ播種した。翌日に P-gp と各 ERM タンパクに対する siRNA および Lipofectamine
が、Caco-2 細胞では 50 nM/well および 1.5 µL/well、Caki-1 細胞では 10 nM/well および 1.0 
µL/well となるように Opti-MEM にて希釈し、この溶液を各 well に 100 µL ずつ添加して穏
やかに混和し培地中に添加した。siRNA 処理翌日に培地交換を行い、その後播種 7 日まで
培養した。 
 
RNA の回収 
 
 組織からの抽出には RNeasy Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Germany)を用いてメーカーのプロ
トコールに基づいて抽出し、細胞の場合は培地を取り除き、ISOGEN (Wako, Osaka, Japan)
を各 well に 200 µL ずつ添加し、常温で 5 分間放置した後に粘性がなくなるまでピペッティ
ングを行い、その後全量を回収した。そこに 50 µL のクロロホルムを加え、1 分間 vortex
した。9500×g、4 ℃で 10 分間遠心を行い、速やかに上清を全量回収した。回収した上清に
isopropanol (Wako, Osaka, Japan)を 100 µL 加えて vortex し、-30 ℃の温度下で 1 時間放置し
た。その後 21500×g、4 ℃で 15 分間遠心を行い、デカンタで液を捨てチューブの淵をキム
ワイプでふき取った。200 µL の 70 % ethanol を加え、21500×g、4 ℃で 5 分間遠心にかけた。
マイクロピペットで ethanol を慎重に取り除き、37 ℃に設定したヒートブロックでチューブ
の蓋をあけたまま 5 分間煮沸し、残っている ethanol を揮発させた。20 µL の Ultra PureTM 
Distilled Water (D.D.W.) (Invitrogen, Durham, NC)を加えてピペッティングを行い、沈殿物を溶
解させた。さらに 65 ℃に設定したヒートブロックで 5 分間煮沸を行い、RNA 量を NANO 
DROP LIGHT (Thermo, Waltham, MA)にて測定した。 
- 58 - 
 
cDNA 作製 
 
RNA から cDNA への変換は、High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit  (Invitrogen, 
Durham, NC) を用いて行った。8 連 PCR 用チューブに以下の組成の逆転写溶液を加えた。
そこにRNA量が 1 µg/tubeとなるようにRNAを加え、さらに20 µL/tubeとなるようにD.D.W.
を加えた。その後、T100TM Thermal Cycler で逆転写を行った。 
 
逆転写溶液の組成 
10×Buffer       2 µL/tube 
25×dNTP Mix        0.8 µL/tube 
10×RT Random Primer       2 µL/tube 
multiscribe RT        1 µL/tube 
D.D.W.        4.2 µL/tube 
 
T100
TM
 Thermal Cycler での設定条件 
温度  25 ℃ 37 ℃ 85 ℃ 4 ℃ 
時間  10 分 120 分 5 分 ∞ 
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mRNA の測定 
 
mRNA の検出には、THUNDERBIRD® SYBR® qPCR Mix (TOYOBO, Osaka, JAPAN)を使用
した。8 連 real-time PCR 用チューブに下記の real-time PCR 用溶液を加えた(Primer は P-54
の Primer sequences のいずれか)。その後、MX3000PTM Multiplex Quantitative PCR System 
(STRATAGENE, La Jolla, CA)を用いて mRNA の検出を行った。得られたサンプルの mRNA
量を内部基準である GAPDH の mRNA 量で補正し、解析に用いた。 
 
real-time PCR 用溶液 
SYBR
®
 qPCR        10 µL/tube 
50 ×ROX          0.04 µL/tube 
D.D.W.          3.96 µL/tube 
Primer Forward      2 µL/tube 
Primer Reverse         2 µL/tube 
cDNA          2 µL/tube 
total        20 µL/tube 
 
MX3000P
TM
 Multiplex Quantitative PCR System の設定条件 
温度 95 ℃ 95 ℃ 53 ℃ 72 ℃ 95 ℃ 55 ℃ 95 ℃ 
時間 60 秒 15 秒 30 秒 60 秒 60 秒 30 秒 30 秒 
   
               40 Cycle 
 
cilnidipine の溶解 
 
 各種 in vitro 実験用の cilnidipine 添加液 100 µM は、10％ 50-T MPC ポリマー/ethanol 溶液
に cilnidipine を溶解し、エバポレーターにて ethanol を蒸発乾固させ、Hank’s balanced salt 
solution (HBSS)-4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES)を加えて調整した。
なお、HBSS は 1.257 mM calcium chloride dihydrate、136.3 mM NaCl、5.532 mM glucose、5.344 
mM potassium chloride、0.4393 mM potassium dihydrogenphosphate、0.3365 mM disodium 
hydrogenphosphate、0.3938 mM magnesium sulfate となるように蒸留水を用いて溶解し、さら
に 4.0471 mM sodium hydrogen carbonateおよび 9.818 mM HEPESを加え、pH 7.4に調整した。
また、in vivo 実験用として polyoxyethylene hydrogenated castor Oil 10. (Wako, Osaka, Japan)と
ethanol の 1：1 (v/v)混液に粉末の cilnidipine を溶解させ、生理食塩水を用いて希釈すること
で cilnidipine 投与液(投与量; 1mg/10mL/kg)を調製した。 
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各種 Cell line を用いた P-gp 輸送機能評価 
 
・LLC-PK1 細胞と LLC-GA5-COL150 細胞 
 LLC-PK1 細胞 LLC-GA5-COL150 細胞は 0.5×105 and 1.5×105 cells/mL で 12-well cell culture 
plate (Greiner bio-one)に播種し、4 日間培養したものを用いた。また、基質薬物の苦味におけ
る P-gp 阻害率の検討においては、7 日間培養したものを用いた。 
  
 A）時間依存性試験 
37℃の条件下で HBSS-HEPES 溶液で細胞を 2 回洗浄後、37℃の 100 μM cilnidipine 溶液を
400 μL 添加した。添加 20，40，60，120，300 秒後に添加液をアスピレーターにて取り除き、
氷冷した HBSS-HEPES で三回洗浄後、acetonitrile を 200 μL 加え Cell lysate を Disposable 
Culture Tubes (Fisfer Scientific)に回収した。Cell lysate を 3000 rpm (4℃，半径 r = 9 cm)で 5 分
間遠心し、上澄みを新しい Disposable Culture Tubes に回収後、窒素気流下蒸発乾固させた。
その後、acetonitrile を 200 μL 加えてボルテックスにて撹拌し、細胞内 cilnidipine 濃度を UV
検出器(SPD-10)、ポンプ(LC-10AD)、データ処理装置(CR7A plus CHROMATOPAC)、コント
ローラ(SCL-10A) を装備した HPLC (Shimazu, Kyoto, Japan)を用いて測定した。タンパク量
は Lowry 法を用いて定量した。 
 
 B）阻害試験 
100 μM verapamil または 1 mM 2,4-dinitrophenol (DNP)溶液にて 20 分間前処置し、その後
100 μM cilnidipine 溶液を添加した。2 分後に、時間依存性試験と同様の手順で細胞内
cilnidipine 濃度を HPLC により測定した。また、P-gp 基質スクリーニング検討に用いた 18
種の薬物も各々100 µM に調整し、前処置を 15 分間行った。その後、10 µM Rho123 に 100 µM
の 18 薬物を各々混合させた溶液を添加し、Rho123 の細胞内蓄積量の変化を評価することで
阻害率を算出した。 
 
HPLC 条件 
移動相：acetonitrile：5mM ammonium acetate Buffer (pH5.0)=65：35 (v/v) 
カラム：Mightysil RP-18 Aqua 250-4.6 (5μm) (KANTO CHEMICAL CO.,INC.) 
流速：1.0 mL/min 
Injection volume：50 μL 
波長：240 nm 
Retention time：10 min 
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・Caco-2 と Caki-1 細胞  
 
前処理として、37 ℃静置条件下で Caco-2 細胞および Caki-1 細胞を HBSS-HEPES (pH 7.4) 
transport buffer で 2 回洗い、3 % dimethyl sulfoxide (DMSO)を加えた transport buffer と、それ
によって希釈した10 µM verapamilを用いてCaco-2細胞では15 分間、Cacki-1細胞では10 分
間前処置した。その後, 薬液または buffer を取り除き、P-gp 基質薬物である rhodamine123 
(Rho123)を 10 µMに 3 %DMSO transport buffer で希釈し、添加して取り込み試験を開始した。
なお、陽性コントロールとして、Rho123 溶液に P-gp 阻害薬である verapamil を加え、各々
10 µM とした溶液を添加した。Caco-2 細胞で 30 分間、Caki-1 細胞で 25 分間インキュベー
ションした後、Rho123 を取り除き、4 ℃の Transport buffer で細胞を 3 回洗うことで取り込
み試験を終了した。細胞に 1 mol/L NaOH を 400 µL/well 添加し、30 分間静置させた後に 5 
mol/L HCl を 80 µL/well 加えて細胞を回収し、Rho123 とタンパク量の測定に用いた。細胞
に添加した buffer および薬液は指定のないものは 37 ℃に加温して用いた。Rho123 の濃度
は、WALLAC Multilabel/Luminescence Counter (PerkinElmer, Waltham, MA)を用いて、485 nm
の励起波長と 538 nm の蛍光波長によりもとめられた蛍光強度から算出した。 
 
C/M ratio の算出 
 
前項までに回収した細胞溶解溶液を用いて、細胞内に蓄積した cilnidipine、Rho123 の濃度
を測定し、さらに DCTM Protein Assay (BIO RAD, Hercules, CA)を用いて lowry 法でタンパク
量を測定した。タンパクの検出にはマイクロタイタプレートリーダー(テカンジャパン, 
TOKYO, Japan)波長 700 nm を用いた。次式のように、cilnidipine および Rho123 の測定値を
添加薬物量およびタンパク量で補正し、Cell to medium ratio (C/M ratio)を算出した。 
 
C/M ratio = intracellular concentration (µM)/extracellular concentration (10 µM)/protein 
concentration (mg/mL). 
 
自然発症高血圧ラットを用いた左脳虚血モデル作製 
 
 東邦大学薬学部の高原彰教授らの方法を用いて 24,78、自然発症高血圧ラットに
pentobarbital にて腹腔麻酔を行ない、ラットの顔を左側臥位の状態で固定し、左目の後ろか
ら耳にかけてカミソリで毛を刈った。さらに毛を刈った部位の皮膚及び筋肉を電気メスで
切り取り、頭蓋骨をドリルで削ることで脳を 1 cm2程度露出させた。遠位中大脳動脈を電気
メスにて焼灼した後に、左総頸動脈を結紮することで、左脳虚血モデルを作製した。 
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マウスおよび高血圧ラットを用いた cilnidipine 脳内および血中濃度解析 
 
7 週齢の雄 FVB マウスおよび P-gp knockout マウス (P-gp KO マウス)、自然発症高血圧ラ
ット、左脳虚血ラットに cilnidipine 投与液を腹腔内投与し、1 時間後に全採血を行うととも
に脳を摘出した。採血した血液サンプルは 3000 rpm (4℃，半径 r = 9 cm)で 5 分間遠心し、
140 μL の上清を採取した。上清に methyl tert-butyl ether (MTBE，Tokyo Chemical Industry Co., 
Ltd., Tokyo, Japan)を 600 μL 加えボルテックスを用いて撹拌させた後、3000 rpm (4℃，半径 r 
= 9cm)で 5 分間遠心し、有機層を採取した。再度、同量の MTBE を加え、上記と同じ操作
を行った。脳サンプルは、生理食塩水で表面を洗浄後、左側半脳を 200 μL の生理食塩水と
ともに 1 分間 homogenize し、MTBE を 600 μL 加えボルテックスした。ボルテックス後の
homogenate を 3000 rpm (4℃，半径 r = 9 cm)で 5 分間遠心した後，再び同量の MTBE を加え
て遠心させた。有機層を採取した後、上記と同様の方法で MTBE を加え、再び撹拌・遠心・
有機層採取を行った。採取した有機層はそれぞれ Disposable Culture Tubes (Fisfer Scientific) 
に回収し、窒素気流下蒸発乾固させた後、methanol を 200 μL 加え、液体クロマトグラフ-
タンデム型質量分析計(liquid chromatography-tandem mass spectrometry: LC/MS/MS, Applied 
Biosystems, CA)および HPLC (Agilent Tchnologies, CA)により cilnidipine 濃度を測定した。 
算出された濃度を用いて、Kp 値(脳-血漿濃度比)を下記の式より算出した。 
Kpbrain (mL/g brain) = brain concentration (ng/g brain)/plasma concentration (ng/mL) 
 
MALDI-TOF/MS を用いた左脳虚血ラットにおける cilnidipine の脳内局在評価 
 
 Tissue Tek O.C.T. compound (Sakura Fine Technical, Tokyo, Japan)にて包埋された脳組織を、
LEICA CM1850 をもちいて前頭葉から面出しし、厚さ 9 μm の切片を作成した。Image Prep 
(ブルカーダルトニクス社製)を用いてマトリックス溶液 (2,5-dihydroxybenzoic acid (DHB) 50 
mg/mL in 70 % methanol and 0.1 % trifluoroacetic acid)を吹き付け、真空下で 1 時間乾燥させた
後測定を行った。陽性コントロールとして、組織片に cilnidipine 0，20，40，80 pmol を滴下
した。質量分析スペクトルは、positive linear mode を使用し質量電荷比(m/z) 300 から 2,000
の範囲で得た。MS imaging 解析は MALDI-TOF/MS、Ultraflextreme (Bruker Daltonics, Bremen, 
Germany)を使用して行なった。cilnidipine (m/z 492.52)の測定は陰性コントロール組織の使用
によって確認した。 
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各薬物の苦味測定と測定原理 
 
 P-gp 基質(10 薬物)および非基質薬物(8 薬物)の苦味強度は、武庫川女子大学薬学部臨床製
剤学研究室の内田亨弘教授にご協力戴き、6種の苦味を味認識装置(SA402B, Intelligent Sensor 
Technology)により測定した。味覚感受システムの検出部位は、脂質/ポリマー膜からなり電
極として機能する AN0 および AC0、BT0 の 3 種の苦味センサーと参照電極で構成されてい
る。薬物の苦味はその薬物の親油性部位を介してセンサーに結合し、電荷密度を変化させ
ることでセンサーの膜電位を増減させる。基準液と測定薬物の間の電位差からは先味に相
当する相対値が求められ、さらにその後に基準液で電極を洗浄し、新しい基準液に浸した
ときに測定される電位差からは後味に相当する CPA (change of membrane potential by 
adsorption)値が求められる。苦味標準物質として quinine を用いた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 測定手順 
参照：Intelligent Sensor Technology, Inc. 味覚センサーとは？測定方法の項 
 
主成分分析 
 
 6 種の異なる苦み強度の全ての測定値間において強い相関が確認されたことから、苦味の
主成分を主成分分析により求めた。個々のデータは平均 0、標準偏差 1となるよう標準化し、
固有値と固有ベクトルを、相関行列の作成のために算出した。因子負荷量として固有ベク
トルを取り、対応する PCA スコアを算出するため標準化データ行列を直交分解した。最初
の PCA スコア(PC1)は最も大きい固有値を与えたものであり、PC2、PC3、・・・、および
PC6 が続いた。一連の計算は、統計パッケージ R の機能 prcomp(・・・)によって行った。 
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重回帰分析 
 
 用いた薬物の分子量(M.W.)および脂溶性(logP)、苦味代表値(PC1)を説明変数として用いて、
その薬物の P-gp に対する基質親和性(Km)と阻害率(inhibition rate)を予測する式を統計パッ
ケージ R の機能 lm(・・・)によって算出した。 
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